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CYP2B6 遺伝子多型によるバリアント酵素の機能変化に関する研究 
 
生活習慣病治療薬学分野  渡邊 卓嗣 
 
医薬品の効果や副作用発現には著しい個人差が存在する。近年、その原因の一つとして、
医薬品反応性に影響を及ぼす分子の遺伝子多型が注目されている。特に、薬物代謝反応の
中心的な役割を担う Cytochrome P450 (P450) には、医薬品反応性に関与する遺伝子多型が数
多く報告されている。P450 の分子種の中でも、CYP2B6 遺伝子の多型性は、抗 HIV 薬をは
じめ多くの薬物代謝反応の個人差を引き起こすと考えられている。CYP2B6 遺伝子上には、
現在までに 37 種のバリアントアレルが同定されており、それらに由来する P450 タンパク
質の酵素機能変化や医薬品体内動態への影響について、in vivo 及び in vitro での研究が行わ
れてきた。しかしながら、CYP2B6 遺伝子多型に関する機能評価は、異なる基質薬物や組換
えタンパク質発現系を使用していることから、それぞれの研究グループ間で一貫した結果
が得られていない。また CYP2B6 の場合、その豊富な遺伝的多型性であるが故に低頻度遺
伝子多型解析は見過ごされ、機能変化未解明なバリアントも多く存在する一方で、高頻度
に検出されるものや民族集団特異的な遺伝子多型のみ解析が進んでいる状況にある。した
がって、CYP2B6 遺伝子多型の薬物代謝活性に及ぼす影響について、その明確な見解は乏し
く臨床医療に十分に応用されるには至っていない。 
最近、東北大学・東北メディカル・メガバンク機構における日本人集団 1,070 人を対象と
した大規模全ゲノム配列解析が実施された。公開された塩基配列データベースにおける
CYP2B6 の遺伝子多型情報から、これまでに報告されていないアミノ酸置換を伴う 7 種類の
遺伝子多型が抽出された。これらの遺伝子多型は、これまで日本人集団において低頻度で
あるが故に見落とされてきたタイプであり、酵素機能変化の程度も未解明である。CYP2B6
で代謝される医薬品の効果や副作用発現の予測精度を向上させるためには、このような日
本人集団に存在する低頻度遺伝子多型、いわゆるレアバリアントに由来する酵素タンパク
質の機能変化解明が極めて有益であると考えられる。 
CYP2B6 で代謝される医薬品に対し遺伝子多型を考慮した薬物療法を提供し臨床医療に
応用するためには、アレル特異的なバリアント酵素機能変化情報の蓄積と情報基盤構築が
必須である。また、CYP2B6 バリアントの機能変化について、一貫性のある比較・評価を行
うためには、同一実験系での網羅的な解析が必要と考えられる。本研究では、アミノ酸置
換を伴う 32 種類の CYP2B6 バリアントに加え、日本人集団で同定された 7 種類の新規
CYP2B6 遺伝子多型について、バリアントタンパク質の機能変化を網羅的に解析し、遺伝子
多型が薬物代謝活性に及ぼす影響を検討した。 
 
はじめに、in vitro 試験による CYP2B6 バリアント機能変化の解析系を構築した。野生型
CYP2B6の cDNA配列中にそれぞれの遺伝子多型を導入したバリアント発現プラスミドを作
製し、ヒト胎児腎臓由来 293FT 細胞中に各バリアント酵素を発現させた。CYP2B6 は、細
胞内で酵素活性のないアポ P450 と活性を有する酵素–補因子複合体ホロ P450、あるいはホ
ロ P450 の変性体である P420 として存在し、これらを含むタンパク質は抗 CYP2B6 抗体を
用いたウェスタンブロット法により定量した。また機能タンパク質であるホロ P450 含量は、
還元型一酸化炭素吸収 (CO) 差スペクトル測定法により定量を行い、酵素活性を補正した。 
酵素機能変化の評価に関しては、1) 抗 HIV 薬 Efavirenz (EFZ) を基質薬物として酵素反応
速度論的解析を行った。それぞれの濃度に調製した EFZ を各発現タンパク質と一定時間反
応させ、代謝物である 8-水酸化体を LC-MS/MS を用いて定量し、酵素反応速度論的パラメ
ータ (Km値、Vmax 値及び CLint値) を算出した。次に、2) in vitro 試験における CYP2B6 の酵
素活性プローブ薬である 7-ethoxy-4-trifluorometylcoumarin (7-ETC) を基質薬物として、EFZ
同様に酵素反応速度論的解析を行った。各 CYP2B6 バリアントの野生型に対する CLint比か
ら、EFZ と 7-ETC 代謝活性の変化に基質特異性が存在するか否かを評価した。さらに、3) 三
次元ドッキングシミュレーションモデル解析により、各 CYP2B6 バリアントのアミノ酸置
換に由来する酵素活性変化の分子メカニズム解明を試みた。 
 
1) EFZ を用いた CYP2B6 バリアントの酵素反応速度論的解析 
EFZ 代謝活性測定において、40 種類のバリアントのうち 15 種類で基質濃度最高点でも代
謝物生成は認められず、酵素活性が消失することが明らかとなった。また、その他野生型
を含む 25 種類のバリアントにおいて、それぞれの EFZ 濃度 8 点で代謝物を定量することが
でき、Michaelis-Menten の式に従う曲線
を描くことを確認し、酵素反応速度論
的パラメータを算出した (Fig. 1)。それ
らのうち、野生型と比較して、
CYP2B6.14 を含む 6 種類のバリアント
で CLint 値が有意に低下し、CYP2B6.6
を含む 6種類で CLint値が有意に上昇す
ることが明らかとなった。 
 
 
2) CYP2B6 バリアントの酵素機能変化に対する基質特異性評価 
EFZ 代謝活性測定において酵素活性の消失を認めた 15 種類のバリアントでは、7-ETC に
おいても基質濃度最高点で代謝物生成は認められず、酵素活性が消失する結果となった。
酵素反応速度論的パラメータが算出できた 24 種類のバリアント CYP2B6 において、7-ETC 
O-脱エチル化反応から得られた各バリアントの野生型に対する CLint比は、EFZ 8 位水酸化
反応におけるそれぞれの CLint比と高い相関を示す結果となった (Fig. 2)。 
 
 
 
3) CYP2B6 バリアントの三次元ドッキングシミュレーションモデル解析 
モデル解析おける野生型 CYP2B6 の立体構造を Fig. 3 に示した。ホロ P450 含量が定量下
限以下となり酵素活性が消失した 11 種類のバリアントの多くは、I ヘリックスや β1 シート
構造をはじめとするヘム近傍の立体構造において、アミノ酸置換または相互作用変化が生
じていることが明らかとなった。また、酵素活性が消失したその他 4 種類のバリアントで
は、G/H ループ構造の著しい変化や置換されたアミノ酸残基と EFZ との結合形成が認めら
れた。さらに、CLint値の有意な低下を認
めた CYP2B6.14 では、CYP2 ファミリー
で高度に保存されるC/Dループ上のアミ
ノ酸置換 (R140Q) による立体構造変化
が認められた。CLint値が有意に上昇した
6 種類のバリアントのうち CYP2B6.6 を
含む 4 種類においては、共通する 2 箇所
のアミノ酸置換 (Q172H 及び K262R) が
生じており、C/D 及び G/H ループ構造間
の強固な結合形成と触媒反応に重要な役
割を担うアミノ酸 (T302) 近傍での著し
い立体構造変化が認められた。 
 
 今回の解析により、野生型を含めた 40 種類の CYP2B6 バリアントのうち、15 種類で酵素
活性が消失することが明らかとなった。このうち 11 種類のバリアントではホロ P450 が定
量下限以下となりヘム近傍の立体構造変化が機能タンパク質の形成に影響を及ぼすものと
考えられた。また、その他 4 種類の酵素活性が消失したバリアントでは、G/H ループ構造変
化に伴うヘムへの電子伝達抑制や基質薬物との相互作用による代謝反応の阻害が活性消失
に起因するものと考察された。野生型と比較して CLint値の有意な低下を認めた 6 種類のバ
リアントでは、膜結合領域や高度に保存される配列にアミノ酸置換が生じ、ホロ P450 含量
 
 
の有意な低下や Km値の上昇を認めたことから、タンパク安定性の低下や基質親和性の低下
が関与しているものと考えられた。CLint 値の有意な上昇を認めた 6 種類のうち CYP2B6.6
を含む 4 種類のバリアントでは、共通する 2 箇所のアミノ酸置換に伴う立体構造の保持・
安定化により、電子伝達や基質薬物の CYP2B6 への触媒反応が促進され、酵素活性上昇に
繋がったものと考察された。しかしながら、CYP2B6.6 に関して、今回のような in vitro 解析
結果とこれまでの in vivo 試験結果には矛盾が生じており、肝臓における CYP2B6 タンパク
質発現量の低下が表現型に影響を及ぼすことが示唆されている。機能タンパク質自体の酵
素機能変化を明らかにした本研究結果に加え、今後は、遺伝子多型に由来するタンパク質
発現量の変化も詳細に解析する必要があると言える。 
 今回、40 種類の CYP2B6 バリアント酵素に対し網羅的な解析を行うことで、これまで未
解明であった酵素機能変化が生じるバリアントをはじめて明らかにした。さらに、日本人
集団において新たに同定された 7 種類のレアバリアントについても詳細な機能解析を行い、
3 種類のバリアントで酵素活性が消失し、3 種類で有意に低下することが明らかとなった。
EFZ 代謝活性において、酵素活性が消失あるいは有意に低下した遺伝子多型を有するヒト
では、EFZ の血中濃度上昇と、それに伴う中枢神経障害等の副作用発現リスクの増大や治
療中断に繋がる可能性が考えられた。また、それぞれの CYP2B6 バリアントについて、臨
床で多く使用される医薬品 EFZ と in vitro における CYP2B6 の酵素活性プローブ薬 7-ETC
における酵素活性変化の高い相関性から、今回の機能変化情報は様々な基質薬物に対する
酵素機能変化評価系の指標となり得るものと考えられた。さらに、3D ドッキングシミュレ
ーションモデル解析において酵素機能変化のメカニズム解明を試みたことで、今後新たに
報告される遺伝子多型に伴う活性変動予測が分子レベルで可能になると考えられた。 
 
 本研究の網羅的な解析が、酵素機能変化の一貫した評価・比較を可能とし、CYP2B6 遺伝
子多型の機能解析技術基盤構築に繋がるものと考えられる。今後、本研究の解析結果を加
えた CYP2B6 遺伝子多型の機能変化情報が蓄積され、遺伝子多型情報とリンクさせた情報基
盤が構築されることが期待される。これにより、CYP2B6 で代謝される医薬品による治療を
行うにあたり、遺伝子多型情報の把握が患者個々の医薬品反応性の違いを考慮した投与量
調節に繋がるものと考えられる。そして、本研究の機能変化情報や解析技術基盤が、治療
効果や副作用発現の予測精度を向上させた個別化薬物療法の臨床応用実現に大きく貢献す
ることが期待される。 
 
 
論文審査結果の要旨 
 
 
論文提出者：渡邊 卓嗣       論文審査委員（主査）：富岡 佳久 
 
論 文 題 目：CYP2B6 遺伝子多型によるバリアント酵素の機能変化に関する研究 
 
 医薬品の効果や副作用発現には著しい個人差が存在する。近年、その原因の一つとして、
医薬品反応性に影響を及ぼす分子の遺伝子多型が注目されている。特に、薬物代謝酵素
CYP2B6 遺伝子の多型性は、抗 HIV 薬をはじめ多くの薬物代謝反応の個人差を引き起こす
と考えられている。CYP2B6 遺伝子上には、現在までに 37 種のバリアントアレルが同定
されており、それらに由来する P450 タンパク質の酵素機能変化や医薬品体内動態への影
響について、in vivo 及び in vitro での研究が行われてきた。しかしながら、CYP2B6 遺伝
子多型に関する機能評価は、異なる基質薬物や組換えタンパク質発現系を使用しているこ
とから、それぞれの研究グループ間で一貫した結果が得られていない。 
最近、東北大学・東北メディカル・メガバンク機構における日本人集団 1,070 人を対象
とした大規模全ゲノム配列解析が実施された。公開された塩基配列データベースにおける
CYP2B6 の遺伝子多型情報から、これまでに報告されていないアミノ酸置換を伴う 7 種類
の遺伝子多型が抽出された。これらの遺伝子多型は、これまで日本人集団において低頻度
であるが故に見落とされてきたタイプであり、酵素機能変化の程度も未解明である。
CYP2B6 で代謝される医薬品の効果や副作用発現の予測精度を向上させるためには、この
ような日本人集団に存在する低頻度遺伝子多型、いわゆるレアバリアントに由来する酵素
タンパク質の機能変化解明が極めて有益であると考えられる。本研究では、アミノ酸置換
を伴う 32 種類の CYP2B6 バリアントに加え、日本人集団で同定された 7 種類の新規
CYP2B6 遺伝子多型について、バリアントタンパク質の機能変化を網羅的に解析し、遺伝
子多型が薬物代謝活性に及ぼす影響を検討した。 
その結果、40 種類の CYP2B6 バリアント酵素に対し網羅的な解析を行うことで、これ
まで未解明であった酵素機能変化が生じるバリアントをはじめて明らかにした。さらに、
日本人集団において新たに同定された 7 種類のレアバリアントについても詳細な機能解析
を行い、3 種類のバリアントで酵素活性が消失し、3 種類で有意に低下することが明らかと
なった。EFZ 代謝活性において、酵素活性が消失あるいは有意に低下した遺伝子多型を有
するヒトでは、EFZ の血中濃度上昇と、それに伴う中枢神経障害等の副作用発現リスクの
増大や治療中断に繋がる可能性が考えられた。 
 よって、本論文は博士（薬科学）の学位論文として合格と認める。 
